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Abstract：We have reported that low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) accelerated periodontal wound
healing in experimental alveolar bone defects in dogs, however, the exact mechanism is unknown. Herein, we
attempted to determine how daily LIPUS stimulation might affect the cell form and bone matrix protein
expression in spheroids of human alveolar bone periosteal cells. Histological (toluidine blue) and immunohisto-
chemical analyses (osteopontin (OP) and osteocalcin (OC)) of spheroids were conducted after 1, 3, 7, and 14 days
of culture with daily LIPUS stimulation. Layered structures, distinguished by the directionality of the cells, were
observed in the spheroids from day 1, with the layered structures becoming indistinct over time in the order of the
irradiated side, non-irradiated side, and control. Immunohistochemical reactions indicating OP and OC production
were observed in the order of the core, middle layer, and outer layer of the spheroids. Furthermore, positive
reactions of OC and OP were seen over time in the order of the irradiation side, non-irradiation side, and controls.
In addition, funicular structures were observed in the core from the outer layer of the spheroids on the irradiated
side from day 1. These findings show that LIPUS irradiation promotes cell differentiation and changes the cell
direction within spheroids.
312
Nihon Shishubyo Gakkai Kaishi (J Jpn Soc Periodontol) 55(4)：312-325, 2013.












































研究が多数報告されている。LIPUS を用いた in vitro















































10 units/ml penicillin（Gibco, USA），10 mg/ml strep-
tomycin（Gibco, USA），3.5 mg/ml D（+）-glucose
（WAKO, 大阪）の最終濃度になるようそれぞれを添
加した a-Minimum Essential Medium（a-MEM：
Gibco, USA）にて洗浄後，メスを用いて細分化させ 24
well culture dish 上に播種し，前述の培地中で Cell






andMg2+ free phosphate buffered saline, 日水製薬，東
京）で剥離し，細胞密度を 1.8×104 cells/cm2 に調整
した後，100 mm culture dish中で前述の培地を用い，
37℃，5% CO2下においてインキュベータ内で継代培
養を行った。培地交換を 2日ごとに行い，継代培養を




HABPCs を 1.8×104 cells/cm2 の細胞濃度にて 100
mm culture dish中に播種し，2日ごとの培地交換を行
い 10 日間培養した。10 日後，HABPCs を 100 mm
culture dish から 0.25% Trypsin にてシート状のまま











照射条件は周波数を 1MHz，パルス周波数 100 Hz，出







て 3回洗浄し，0.1Mリン酸緩衝液（pH 7.3）で 2.5%
に希釈したグルタールアルデヒド液（Wako, 大阪）中
で 90分間固定した後にスフェロイドに割を入れ，さ




化プロピレン（Wako, 大阪）を介してQuetol 651 樹脂










LIPUS を照射したスフェロイドを PBS（−）にて 3
回洗浄し，4% パラホルムアルデヒド緩衝溶液




東京）にて厚さ約 25 mm の切片を作製した。切片を
PBS（−）にて洗浄後，10%正常ヤギ血清（NGS）で 30
分間 Blocking した。10%NGS にてマウスモノクロー
ナル抗OP抗体（Santa Cruz Biotechnology, USA），ラ





IgGビオチン標識（Life technology, USA）を 1時間作
用させた。その後，PBS（−）にて 2回洗浄し，OCに










染色像において，5箇所の 50 mm×100 mmの範囲を任
意に選択し（n＝4，計 20 箇所），画像解析ソフト

















































































































1 日目ではコントロールと同様に OP 免疫反応は全










































（図 7b,c）。7 日目では OC 免疫陽性反応が表層，中層
で認められず，深層で全ての細胞に認められた（図 7d,
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図 5 照射遠位部のOP免疫組織化学染色像
（a）1日目の表層から深層，（b）3日目の表層と中層，（c）
3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）





3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）
































3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）





3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）

















10d）。深層では，OP および OC 免疫共陽性反応は認







1 日目では OP および OC 免疫共陽性反応は認めら
れなかった（図 11a）。3 日目では表層，中層でOPお
よび OC 免疫共陽性反応は認められず，OP 免疫陽性
反応が限局して認められた（図 11b）。深層では，OP
および OC 免疫共陽性反応が認められたが，OC 免疫
陽性反応と比較してOP免疫陽性反応が顕著に認めら





OP 免疫陽性反応と比較して OC 免疫陽性反応がより
顕著に認められた（図 11f）。14 日目では OP および
OC免疫共陽性反応が表層，中層に顕著に認められた









かったが，OP および OC の免疫染色像では深層付近
にまで達していた。索状構造を示す細胞ではOPおよ




1 日目では表層，中層の細胞では OP および OC 免
疫共陽性反応は認められず，OP 免疫陽性反応が限局
して認められた。深層では，OP および OC 免疫共陽








3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）





3 日目では表層，中層では OP および OC 免疫共陽性
が顕著に認められ，深層では散在的に OP および OC
免疫共陽性が認められた（図 12b,c）。7 日目では，表
層の一部の細胞にOPおよびOC免疫共陽性反応が認
められた。中層では，OP および OC 免疫共陽性反応
が散在的に認められたが，OP 免疫陽性反応と比較し
てOC免疫陽性反応がより顕著に認められた（図 12d,
e）。深層では，OP および OC 免疫共陽性反応がほと

















では認められなかったが，OP および OC の免疫染色
像では索状構造は深層付近まで認められた。7日目の
索状構造を構成する細胞とその周囲の細胞にはOPお









3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）






































コントロールでは 7 日目から 14 日目，照射遠位部で










































OC 免疫陽性反応の結果は OP 免疫陽性反応の結果


















は索状構造が出現し，OP および OC 免疫陽性反応が
認められた。これは，照射遠位部と比較して索状構造
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